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   We established the assay conditions for human testicular FSH receptors using testicular tis-
sues obtained from ten patients with prostate cancer. Based on the results of the time course stu-
dy on specific FSH binding with increasing concentrations of the testicular homogenate at vari-
ous temperatures, we found that the incubation was suitable at 25°C for 20 hours using 10 mg 
wet tissue per tube. Scatchard analysis of specific FSH binding sites showed that FSH receptors in 
the human testicular tissue consisted of two classes of binding sites, one with a high affinity (Ka, 
109M-1) and the other with u low affinity (Ka, 108M–'). 
                                                 (Acta Urol. Jpn. 34: 945-949, 1988)
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緒 言
精 巣に お け る ス テ ロイ ド合 成 や精 子 形成 にfotlicle・
stimulatinghormone(FSH),luteinizinghormone
(正・H),prolactin,androgenやgonadotropin-
releasinghormone(Gn-RH)などが 関 与 して い る
こ とは,実 験 動物 では解 明 され つ つ あ るが1・2),ヒト精
巣 にお け る これ らホル モ ソの作 用 機 序 に つい て は未 だ
不 明 な点 が 多い3).精巣 の ゴ ナ ド トロピ ン レセ プタ ー
に つい て も最 近 そ の局在 や レセ プタ ー制御 機構 な どの
検討 が実 験 動物 に おい て 多 く行 わ れ て い るが4・7),ヒ
ト精 巣 の ゴナ ド トロピ ン レセプ タ ーに つ いて の研 究 は
未 だ少 な い8・lt)この理 由 は高 純 度 の ヒ ト由来 ゴナ ド
トロピ ン レセプ タ ーの入 手 が難 し く,ま た そ のradio-
iodinationが容 易 で ない こ とや,得 られ る こ とが で
きる ヒ ト精 巣組 織 が 限 られ て い る ことな どに よる と考
え られ る.
今 回わ れ われ は ヒ ト精 巣FSHレ セ プ ター の測 定法
を 確立 す る ため,以 下 の 検 討 を行 った.




ProgramDr。Paitiの 好 意 に よ り 提 供 さ れ'た.
humanFSHのradioiodinationはMyachiら12)
のlactoperoxidase法に 従 っ て 行 っ た.radiolabelcd
humanFSHとfree1251の 分 離 はconcanavalin
A-sepharoscを用 い たa笛nitychromatographyに
て 行 った.
ヒ ト精 巣 は,10名 の 無 治 療 前 立 腺 癌 患 者(57～75
歳,平 均67.7歳)の 去 勢 術 に 際 し得 ら れ,FSHレ セ
プ タ ー 測 定 ま で 一80℃ で 保 存 し た.レ セ プ タ ー 測 定
に 用 い る 精 巣 ホ モ ゲ ネ ー トの 作 製 は 氷 冷 中 に て 以 下
の 手 順 で 行 っ た.ま ず 精 巣 組 織 を ハ サ ミ で 細 切 後,
tcflonglasshomogenizerで涌 や か に ホ モ ゲ ナ イ ズ
し,ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ(No.60)を 通 した 後 互0,0009
で30分 間 遠 心 し た.そ し て 沈 渣 を,0.1%bovine
serumalbumin(BSA),5mMMgCl2お よび0.1M
sucroseを含 む0.01Mphosphatebufferedsaline
(pH7.5)にsuspendし,bindingassayに 使 用 し
た.
Bindingassayの 際 のincubationcondition
を 決 定 す る た め に,25℃ お よ び37℃ で24時 間 一 定
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量 の精 巣 ホ モ ゲネ ー ト と 〔1251〕hFSHをincubate
し,経 時 的 に 〔1251〕hFSHのspecificbindingを
測 定 した.ま たincubationに用 い る適 当 な組 織 量 を
知 るため に,5mg,10mg,20mg,40mg,80mg,
160mgと組 織量 を増 加 さ せ て,25℃ で20時間 、一
定 量 の 〔1751〕hFSHとincubationを行 い,そ の
specificbindingを測定 した.な おtotalincubation
volumcは500μ1とし,incubation終了後3mlの
bufferを加 え反 応 を止 め,boundhormoneとfree
hormoneの分 離 は10,000g,10分間 遠 心 に て 行 い,
沈 渣 の放 射 活性 を 測 定,totalbindingとした。non・
specificbindingは上 記incubationを〔1251〕hFSH
の200倍量 のhumanmenopausa190nadotroPin
(hMG)を 加 え て 行 い 求 め た.totalbindingと
non-specificbindingの差 よ りspec迅c.bindingを
も と め た,種 々 の 濃 度 の 〔1251〕hFSHにお け る
specaficbindingをScatchardplotsより分 析 し
HFSレ セ プ ター の親 和 定数(Ka)と 最 大 結 合 部位 数
(Bmax)をそ れ ぞれ 求 め た.
結 果
Lactoperoxidase法に てhFSHのradioiodina-
tionを 行 っ た 後 の,concanavalinA-sepharoseに
よ るa缶nitychromatographyのclutionpatternを
Fig。1に 示 す.0.5MPBS・BSAのelutionで は
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Fig.1.























testiculartissueat25C(●一 ●)and37℃(○ 一 〇).


















































nosideのelutionでe251〕hFSHが溶 出 さ れ て く
る.よ って 第2ピ ー ク のfiaction16～18を〔1251〕
hFSHと してFSHレ セ プ タ ー 測 定 に 使 用 し た.
selfidislocationanalysis12)にて 求 めた 〔1251〕hFSH
のspecificactivityは8.0～14.3μCi!μghFSH(n
=3)で あ った,
25℃ また は37℃ で10mgの 精 巣 ホ モ ゲ ネー ト
を 〔二251〕hFSHとincubateした 場 合 のspec遣c
FSHbindingのtimecourseをFig.2に示 す.
37℃ でincubateした 方 がbindingは早 く 平衡 状
態 に達 す る が,16時 間 を 過 ぎ る と レセ プタ ーのde・
gradationのた めbindingは減 少 して くる.一 方,
25℃ でincubateした 場 合 のspeci丘cFSHbind-
ingをFig.3に示 す.20mgま では,使 用 す る精 巣
ホ モ ゲ ネ ー トが 増 加 す る に 従 っ てspeci丘cFSH
bindingが増 加 してい る.
HulnanFSH(NIAMDD。hFSH・1-1)のspec颯・
cityをみ るた め,種 々のnon・labeledホル モ ン を 用
い て,bindinginhibitionstudyを行 った(Fig,4).
hFSHに よる50%inhibitionは2ngであ るの に 対
し,ratFSH(NIAMDD-ratFSH・1-5)による50%































































































C)は100ngに て も,ほ と ん ど 〔1'dsl〕hFSHの
bindingを阻 害 せ ず,今 回 のstudyに用 いたhuman
FSHは 高 度 のspecificityを有 して い る こと が判 明
した.
以 上 の予 備 的実 験 の 結果 か らbindingassayに用
い る精 巣 ホ モ ゲネ ー トは10mgが 適 当で あ り,incu・
bation温度 お よび 時 間 は25℃20時 間 で 安 定 で あ る
こ とが判 明 し,以 後 は こ の条件 で ヒ ト精 巣FSHレ セ
プ タ ー測定 を 行 った.Fig.5はヒ ト精 巣 組 織を 種 々の
濃 度 の 〔1251〕hFSHとincubationした さ いに 得 ら
れ たspeci丘cFSHbindingのScatchardcurve
(実線)で あ り,直 線 とな らな い こ とに よ り,単 一 の
bindingsiteを有 さず,破 線 で示 す ご と くafflnity
の異 な る2つ のbindingsiteを有 す る こ と が 推測 さ
れ た.
10例の未 治療 前 立 腺癌 患 者 よ り得 られ た 精 巣組 織 の
FSHレ セ プ ター のKaとB皿axをTable1に 示




定 は重 要 で あ り,ゴ ナ ド トロピ ン レセ プ タ ーの測 定 も
近年 実 験 動物 で は多 数 報告 され て い る4・7》.しか し,
ヒ ト精 巣 組織 の ゴ ナ ド トロ ピ ン レセ プ タ ー測 定 の報 告
は未 だ 多 くな く8・9),特にFSHレ セ プ タ ー測定 は,
わず か2つ の報 告 が あ るの み で あ るlo・ID.この理 由 と
して,前 述 した ご と く① 高 純 度humanFSHの 入 手
が難 しい こ と,② そ のradioiodinationが容 易 で な
い こ と,③ ヒ ト精 巣 が あ ま り利 用 で きな い こ とな どが
挙 げ ら れ る.わ れ 」わ れ は 米 国NationalPituitary
ProgramのDr.Raitiの好 意 に よ りhumanFSH
を 入 手 し,そ のspecificity(LHやprolactinと
cross-reactivityがな い こ と)をbindingstudyに
て確 認 した,LHやFSHのradioiodinationは従
来chloraminT法に て行 わ れ る場 合 が 多 か った が,
この方 法 で は反 応 条 件 に よって は ホ ル モ ンの 生物 学 的
活性 が 低下 す る こ とが あ るた め,よ りmildな 条 件 で
反 応 で き る1actoperoxidase法12)を用 い た.ま た
affinitychromatographyにて,freel251や破壊 さ
れ たhFSHを 排 除 し た た め 高 純 度 の 〔1251〕hFSH
が 得 られ,bindingassayに際 しnon-spec面cbind・
ingを10%程度 に と とめ る こ とが で きた.incubation
温 度 お よび時 間 は25℃,20時 間 が安 定 で あ り,bind.
ingstudyに用 い る組 織 量 は10mgが 適 当 と 判 定 し
たが,こ れ らは他 の 報 告老 の方 法 とあ ま り異 な らず,
今 回 のassayにお け るjntraassayvariationはそ れ
ぞれ8.5%および9.5%と良 好 で あ った.
精 巣 組 織 にaffinityの異 な る2つ のFSHbinding
siteが存 在す る こ とは,ヒ ト精 巣に お いて も実験 動 物
並 木,ほ か ヒ ト精 巣 ・FSHレ セ プ ター 949
に お いて も報 告 され て い るが10),『報 告 者 に よって は単
一 のbindingsiteしか認 め て い ないil).わ れ わ れ の
測 定 した10例の前 立腺 癌患 者 の精 巣 組 織に は いず れ も















peroxidase法に て行 い,ヒ ト精 巣FSHレ セ ブoター
測 定 に用 い た.
(2)ヒト精 巣FSHレ セ プタ ーは10皿g相 当 の精
巣 ホ モ ゲ ネ ー トを25℃ で20時間,種 々 の 濃度 の
〔t251〕humanFSHとincubateする こ と に よ り測
定 で きた.
(3)ScatchardanalysisにてFSHレ セ プタ ー の
KaとB皿axを 求 めた が,10例 の 未 治療 前 立 腺癌 患
者 の精 巣は い ずれ もaff7inityの異 な る2つ のbinding
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